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研究成果の概要（和文）：我々は、関節リウマチの病態形成にグリオスタチンが密接に関与していることを初め
て見いだした。グリオスタチンのシグナルカスケード制御を関節リウマチ治療へ応用することを最終目標として
いる。
本研究ではグリオスタチンのシグナルカスケード制御因子の探索を行った。グリオスタチンプロモーター領域に
は7つのSp1結合領域があり、Sp1を阻害することによりグリオスタチンの発現は阻害された。そこでSp1転写因子
阻害剤であるmithramycin を用いて、その波及効果を検討したところ、軟骨破壊を誘導するマトリックスメタロ
プロテアーゼ-1, 3, 9, 13が抑制された。

研究成果の概要（英文）：We found for the first time that gliostatin is closely involved in the 
pathogenesis of rheumatoid arthritis. In this study, the goal is to apply the signal cascade control
 of gliostatin to the treatment of rheumatoid arthritis. 
We have searched for signal cascade regulators of gliostatin. There are seven Sp1 binding sites in 
the gliostatin promoter region, and the expression of gliostatin was inhibited by inhibiting Sp1. 
The knock-on effects were examined using mithramycin, which is an Sp1 transcription factor 
inhibitor. We also clarified that matrix metalloproteinases-1, 3, 9, 13 that induce cartilage 
destruction were suppressed by mithramycin.

研究分野：整形外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
関節リウマチの治療はこの10年で劇的に進歩し、発症早期からの抗リウマチ薬、生物学的製剤、低分子シグナル
伝達阻害剤の導入により、治療は寛解をめざすものになった。しかしながら未だいずれの治療にも反応しない薬
剤耐性難治性患者や炎症が鎮静化されたにも関わらず骨びらんの進行がみられる患者が存在する。
本研究によって、グリオスタチンが新たな治療標的となることが明らかとなった。グリオスタチンの抑制によっ
て骨軟骨破壊に関与するマトリックスプロテアーゼが抑制することから、変形性関節症の進展抑制にも応用可能
と考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
グリオスタチンは thymidine phosphorylase酵素活性をもち、in vivo、in vitroにおいて血管新

生作用を有している。またラット大脳皮質のグリア細胞に対しては増殖阻害作用を、 皮質

ニューロンに対しては神経突起伸長および生存維持活性をもっている。 thymidine 

phosphorylaseは thymidineを thymineと deoxyribose-1-phosphateへと代謝するがこの酵素活

性のみからグリオスタチンのもつ多彩な生物学的作用を説明することはできない。申請者

らは、関節リウマチの発症に、グリオスタチンが密接に関与していることを初めて見いだ

した。すなわち、関節リウマチ患者の関節液中には高濃度にグリオスタチンが存在し、血

清グリオスタチン濃度は関節リウマチの病勢も反映している。ウサギを用いた in vivoの実

験系にて、グリオスタチンの関節内投与により関節リウマチ様の慢性滑膜炎と関節軟骨破

壊が惹起された。関節リウマチ由来の培養滑膜細胞をグリオスタチンにて刺激すると血管

新生作用をもつ蛋白質の遺伝子群の発現が誘導され、血管新生抑制作用をもつ蛋白質の遺

伝子群の発現が抑制された。また炎症性サイトカインネットワークの上流のサイトカイン

である tumor necrosis factor (TNF)-、interleukin (IL)-1によりグリオスタチンが誘導され、

さらにグリオスタチンには autocrine作用がある。そこで新しい治療標的となりうるグリオ

スタチンのシグナルカスケード制御を明らかにする計画を策定した。 
 
２．研究の目的 
関節リウマチの治療はこの 10年で劇的に進歩し、発症早期からの抗リウマチ薬、生物学的

製剤、低分子シグナル伝達阻害剤の導入により、治療は寛解をめざすものになった。しか

しながら未だにいずれの治療にも反応しない薬剤耐性難治性患者や炎症が鎮静化されたに

も関わらず骨びらんの進行がみられる患者が存在する。我々は、関節リウマチの病態形成

にグリオスタチンが密接に関与していることを初めて見いだした。グリオスタチンは滑膜

細胞、軟骨細胞にて関節リウマチに罹患した関節内で大量に産生される。動物実験から、

グリオスタチンの関節内投与により関節リウマチに類似した慢性炎症が引き起こされ、パ

ンヌス形成も確認された。本研究ではグリオスタチンのシグナルカスケード制御を関節リ

ウマチ治療へ応用することを最終目標としている。 
 
３．研究の方法 
関節リウマチ患者の人工関節全置換術または関節鏡下滑膜切除術時に採取した滑膜組織

から培養した線維芽細胞様滑膜培養細胞 (FLSs)を用いて実験を行った。対象は 2010年

関節リウマチ新診断基準を満たした患者 13名で、人工関節置換術、滑膜切除術時に採取

した滑膜組織を初代培養し、実験には 3代から 8代継代した FLSsを使用した。 

グリオスタチンプロモーター領域には 7 つの Sp1 結合領域があり、Sp1 を阻害するこ

とによりグリオスタチンの発現は阻害される。本研究ではグリオスタチンのシグナルカ

スケード制御因子の探索を行うため、まずは制御因子の候補となりうる Sp1 転写因子阻

害剤である mithramycin (MIT) あるいは、多数の炎症性サイトカインのシグナル伝達を阻

害する tofacitinibに代表される janus kinase阻害剤を用いて細胞を障害することなく、グ

リオスタチンを産生抑制可能な至適濃度を検討した。 
 
４．研究成果 

① グリオスタチン autocrine作用とMITによる抑制効果 

 



  

関節リウマチ患者の関節液中グリオスタチン濃度は平均約 300ng/mlである。この濃度を最

大濃度として FLSsを刺激するとグリオスタチンは濃度依存的に誘導され、グリオスタチ

ンの autocrine作用が確認された。この発現はMITにより有意に抑制された。 

 

② グリオスタチン刺激によるマトリックスメタロプロテイナーゼ (MMP)-1，-2，-3，-9，

-13発現量の変化 

 

前述のグリオスタチン濃度(300ng/ml)にて FLSsを刺激し、MMP-1，-2，-3，-9，-13の発

現を RT―PCRにて確認した。MMP-1,  -3，-9，-13はグリオスタチンにて有意な発現誘

導を観察したが、MMP-2は誘導されなかった。MMP-1,  -3，-9，-13の誘導はMITによ

り濃度依存性に有意に抑制された。 

 

③ グリオスタチン刺激によるMMPsの誘導に対するMITの効果 

      

     



④ グリオスタチン刺激によるMMPsの誘導は、thymidine phosphorylase酵素阻害剤によっ

ては、抑制されない。 

⑤ Sp1 RNA干渉によってもたらされるグリオスタチン抑制効果 

   
GLSとMMP-1, -3, -13タンパク量は EIA法を用いて、MMP-2, -9タンパク量は gelatin 

zymography法を用いて測定した。 

siRNAを用いて Sp1発現をノックダウンし GLSとMMPs発現の変化を検討した。 

GLS刺激によって GLSとMMP-1, -3, -9, -13発現が有意に誘導された。また GLSに

よって誘導されたGLSとMMP-1, -3, -9, -13発現はMITにより有意に抑制されたが、

TPIでは抑制されなかった。GLSにより核内 Sp1は有意に増加し、この核内 Sp1は

MITで有意に抑制された。GLSによって誘導された GLSは Sp1 siRNAを用いて有

意に抑制されたが、MMPs発現の抑制に有意差は認めなかった。 
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